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Thesis summary 
A lack of anti-self ?r wd!or I3 cell reactivity or "self--toJemceW in the no~mal adult may be the 
result af clonal deletion, clonai anergy or peripheral suppression. Dis~gulation of these processes 
can be secondary to thymic ~lnvolution, lack of appropriate cell-to-cell contact, andlor decreased 
kmnmoregulatoq funcmon of the lymphoid cells. 
The aim of this study is to identify mechanisms at play in the ageang i m ~ l a n e  systenl that may 
lead to autoimmunity. Pn chapter 2, ie'n 'u i tr~ work on T-B cell1 ~nteraction in ths ageing hun-tan is 
presented. The model used is a pokeweed mitogen CPWM) induced, T-cell-mediated suppression 
of Ig-secreting cell (ISCf formation 'by Sfr~phyJococcus aureus and E-2.  Unlike CDS* T cells 
from young individmals, CD8' T cells fmm aged indiwiduds lack this immunomgulato activity 
an autologous T-independently activated B cells. Dirnaprit, a histamine type 2 receptor agon~st, 
and intraceilular CAMP raising agents, induce a similar T-cell mediated suppressioxr of ISC 
fomaiion in cells from young but not from aged indi\liduals. Evaluation for an intracellulas defect 
showed no age related decrease in CAMP upregulatian by fa'obskollin or dimapl-it in peripheral 
blood T cells. TGF-b is shown to play a role in mediating the suppressive effect of 1: cells on the 
ISC response in this model. PWM-activated T cells from young indivldcads show a sign~fictint 
increase in ntffEVA for TGFP, while T cells from aged individuals do nor. This suggests thar the 
decrease in irnmunotegulallosy activity in peripherd blood from the elderly may partidly be due to 
a decrease in TGF-fi producf on by certain activated T cell subset(s). 
Ageing is associated with a change in the mmune responses m d  an increase in autovrnrnune 
reactivity. h chapter 3 we turned to animal models to investigate whether potential self-reactive T 
cells appear in aged animals and if so, to address the likely origin of these cells. Antlbodres ta the 
(3 chain of the T cell receptor were used to identify the presence of T cells beanng pot~enlially self- 
reactive TCR in the peripheral lymphoid tissues and blood of young, aged, and aged 
thpectomized (at 4-6 month of age; TX) mice. The study shows that obvious escape from the 
normal thymic deletion is seen oi~ly in very old 1310 to 36 month oBd) euthylnic mice. 
Responsiveness of forbidden T cells lo anti-Vp stirnlulat~on was detectable In 20-to-24 month old 
mice and particularly in aged TX mice, as compared to young mice. Therefore it seems rnost 
likely that: the functionally responding "forbldden'T cells in the 210-to-24 month old mimice are not 
of recent thymic origin. 
Not all auto-andgens m presented within the thymus, such that self-reactive T cells can be 
released to Lhc periphery and only then encounter for the first time the self-antigen. h such casea 
autoimmune responses can be induced and anti-self tolerance may bne manmpula~ed. In chapter 4 
dafferent rnechar~isms to prevent autoimmune disese  in anrmals ase studied. Resistance to 
experimental allergic errcephalomyelitis (EAE) ~nductlon by homogenized mycl~n (MSCH) in 
complete adjuvant and pertusslgn in SJL nuce is obtained one week after intravenous unjection 
af PLP 139-151 couplcd t~ spleen cells. hmunarep la t~c~n  is a mechanism which is imponant in 
thrs form of resistance as ~olerance can be induced by transferring spleen cells enriched far CD8* 
T cells. Anergy is probably the main mechairr~sm in  inducing thts resistance to EAE induction 
Summary 1 87 
because adminsstratlon, of 111.2 can reverse the tolerance, but only when Bven starting Ibree days 
after the PLP-coupled spleen cells. Changes in the cytokine profile of the response to antigen YS an 
Important aspect of the tolerance induced by antigen-couplled spleen cellls. bunomodulatiion by 
cytokines that affect the 'ThlSTh2 cell ratio shows that shafl (1-2 week) daily pretreatment with 
EL-2 or TGFB2 slightly decreases the suscepribil~ty to subsaquent EAE induction. b-4 has only 
an e f k a  if drninlsnered for a long priad of time (8 weeks) prior to imnzusllization, while L-10 
and TL-Y2 have no effect under these conditions. When adsninistered after immunization with 
MSCH (day O), TGF-P2 protects agalmst development of E M  when given on days 5-9 after 
hmmuninatuun, 12-4 proEc& when gmven specifically on days 0-4 and less so when given later or 
for a prolonged period of t~me. IL-12 significantly increases tbe severity and mufiality of EkE 
when given on days 0-4, while L-10 has no effect under these conditions. Thus, it appears that 
the seventy of EAE can be altered through the promotion of Th2 or Thl cell development during 
the immune response  to encephalltogenic auto-antigen by SL-4 and L-12, respectively. 
Autoimrnwne diseases may present clinically with spontaneous remissions and relapses. As 
presented in chapter 5, the superantigen staphylmoccal enterotoxin B [SEB) can induce relapses 
in 50% of animals that have partially or completely recovered from acute EAE. This capacity of 
SEB rs presumably a result of reactivation of rnyelin reactive and SEB responsive T cells, which 
vary according to the mouse strain used. TNF-cr also induces EAE relapses in recovered mice. IL- 
110 and TGF-IP lower the incidence of E M  relapses when given simultaneously with TNP-cr or 
SEB, respect~vely. In this model, it appears that endogenous ZC-10 limits the susceptibility to 
induction of EAE relapses, as anti-IL-10 increases both the incidence and severity of such 
relapses. 
Conclusions 
These studies suggest that in the Thl cell mediated organ specific form of autoimmunity studied 
here, EAE, protecllve effects may bc obtained by a-4, JL-110 and TGF-8 depending an the 
temporal relationship between the administration of the cyT0kine and the induction of the 
nuluilnmlunc disease. L-4 has to be given early during induction to be effectlvie, TGF-P during 
development of Icsiomrs, and L-110 rnay prevent TNF-ol induced as well as spolvtaneolus relapses. 
Two reasons for deregulation of B cell activation in aged subjects were uncovered: 
F~rstly, while no evidence was hund that "forbidden" "ti-self reactive CD4" T cells escaped 
lrom the thymus, same and-self responsive CD4' cellls, probably af extrathymic origin, did appear 
in the peril~llely of aged mice. Such cells could 1potentlalYy promote syazgeneic B cell activation. 
Secondly, k t  was found that defective productirrn of TGF-p by T cells from aged individuals may 
play a role In the loss of B cell suppressio1.i by autologous PWM activated CD8" T cells. 
Future prospects 
The interesting erfect of TGF-P on autoimmunity and, in particular, the role of T G F  production 
by T cells thenrselvcs, needs to be explored in more detail, 
Samenvatting 
In de gezonde volwrissene wordt de afwezigheid van T of 'Bi lymfocyt ixactiviceit tegen 
zelfantigenen, c.q. "zelfiolerantid', toegeschreven aain clonale vernietiging, clonirrle mergie of 
perifere onderdmklng. Involutie van de thymus, ontroldoenude dan wel onjuiste cel-cel inreiractre, 
edof een verminderde irrmunoreplaro~e functie vm 1pppEhscyten kan &n r~nf meer vm 
bo\renksclireven mechanismen, dic ter grondslag liggen aan zelftolerantie, bzlnvloeden waarna 
auroirnrnuniteit kan ontstaan. 
De apzet van deze dissercatie was om in de ouder wordcnde tnens, en In het muis proefdier 
model, processen te rdentificeren die een rol spelen in aucoiminuiwniteiit. 
Hoofdstuk 2 is een studie die de T-B 1yinfocy-t interactie van tret verouderende inu~~uunsystcem 
van de mens analyseert in een 11% vitro model waarbij B l p f w y t e n  van jonge of oudei% menxcn 
op een T lymfocyt onafhankelijke wijze worden geactiveerd door hen te kwekeiir met 
siaphylococcws aureus en interleukinie 2; hierdoor oaatsaruan imunoglaboline iui~sclre~diende B 
cellen (TC". Aan dit kweeksystcmn worden "I" cellen toegevoegd al af niet gestimuleerd met 
"'Pokeuveedl Mitugen" (PM%") een extract u11 Noord Amerikaanse kruiden, dat ~munoregulatoire 
activnteit in CD8 S cellen genereert en waarvan bekend us dal het de "ISC" onderdrukt. h 
tegenstelling tot CD8 T cellen van jonge mensen, mussen de CDB" T cellen van ouderen l.iet 
irnrnunoregulatoire effect op de ISC differerataatie. Ben histamine type 2 receptor agonist die 
tevens de intracellulare concentratie van cAMP vcrhaogd, nl. "Dimaprit", induceert eveneens een 
T cel veroorzaakte onderdrukking van "ESC'Yomatie in jonge maar mmlet in oude mensen. Deze 
verschillen tussen jong en oud kunnen niet verklaard worden door een IeeAijdsaftzankelijIke 
afname van hei vermogen van perifere bliaedlymphocyten om inisacellulair CAMP aan te maken. 
Van "taansforming growth factor B"(TCF-P) kon echter wel aangetoond worden dat het een rol 
spcelt, nl. (mede)verantwoondeIijk voor het onderdrukkende effect van T cellen op de IS" 
activar~e, in bovenbeschreven in vitro model. Immers "'PWMa'ggectuveerde T cellen van jonge, 
maai. niet van oudere rncnsen, vertoonden significante toename vim boodschapper RNA 
("mRPa19") voor TGF-P. Deze beuindungen suggereren dat de afnuria van i~mnunosegulniolrn; (T) 
cel activiteit: bij de ouden mens een gevolg zou kunnen zijn van de afname vrwiï 1'CF-D produklie 
in bepaalde geactiveerde T cellen. Veroudering gaat ener~ijds samen met veranderingen in 
imuunreactrvltciI (zie boven) en mdcrzijds met een toename van autoimmuuinseaclies. 
Pri hoofdstuk 3 beschreven wij dieicucprimenteel onderzoek waarbh de vraag werd gesteld of (in 
potentie) autoreactieve T cellen aanloonlom zijn bij oudere muizen; en zo ja wat was dm de 
herkomst van deze cellen. De proefopzet berust up liet gegeven dat van îuniilicharnen gericht 
iegen het vauiabele deel (VB regio) van de T lymfocyt receptor (TCR) gebruik kan worden 
gemaakt om dit T cel repeftoii-e ic Koetsen, inkgrepen die TCR receptoren dr-cndc cellen die 
normditer door de thymus vernietigd worden omdat zg een inferactit: kunnen aangaan met 
zelfmtrgenen. Deze worden derhalve rrormalliter nlet in hei penfere bloed en lymfoide wecfsel 
aangetroffen. 
Met deze mipntilichamen, gencht tegeil ""verboden" ?'CR bal. anQzepelf3 receptor, werd vervolgens 
nagcgam bij Jonge als ook bq oude muizen zonden of na voorafgrnade verwijdering van de 
thymus b i  mn leeft~jd van 4 tot 6 mamden, of zulke autoreactieve T cellen mmtoonbaar waren, 
BIJ jonge muizen wareia ze niet aantoonbaar. Twee j a  oude muizen, met name na vaordgaande 
thymectomle, lieten soms wel zulke autoreactieve cellen in de periferie zien die bovendien 
gcactivcerd konden worden (delang) wanneer hun lymfocyten Ln kweek werden gebracht mei 
bovenbesicikrevert antilichamen. Dr~ejar~ge muizen vertoonden meer autoreactieve T oellen rn de 
penfesie vergeleken met tweejarige mulzen. De slotsoin van deze experimenten is dat de 
autoreacticwe T cellen aantoonbm in tweejange muizen riliet "recent" vanuit de a y n u s  naar de 
panferie .ajn gemg~eerd. 
Aangetuen niet alle autoantigenen in de thymus aanwezig zijn vol@ daaruit dat bepaalde 
autoreactleve T cellen niet door de thymus ;kunnen worden geëlimneesd en warden doorgelaten 
naar de penferie waar zij dan ccn autoantigeen [voor het eerst) kunnen ontrnoelten. Dit Impltceefl 
dan autoimmuunziekten kunnen worden opgewekt en tolerantie tegen zelf kan worden 
gernannpuleerd zoals beschreven wordt in Hoofdstuk 4. in dit hoofdstuk worden verschillende 
inanieren beschreven om autoimuunzieklen te verhinderen in het dierexperimentele model van 
de 'keperimerrilcle allergische encephdomyelicSs" QEAE). In dit model - wat we1 als proefdier 
cquwaknt voor multiple sclerose wordt gebruikt - worden muizen geïmmuniseerd met 
""nggcinerg'hspecifieke antrgenen zoais 'Myelin Basic Protein" (PVD&P) en proteolipide eiwit 
(PLP) in een emulsie van Frenind Compleet AII-jumns wat bestaat uit olien met gedode 
rnycobacterlkn. Na immunisatie van. antigeen in deze emulsie worden autoreactieve C M  T cellen 
geactiveerd die vervolgens een i1munologische ontstekingsreactie veroorzakeer in hersenen en 
mggeme-. In het werk beschreven in hoofdstuk 4 werd nagegaan of muizen beschermd konden 
worden tegen E U  op de manier. EAE werd opgewekt door muizen te irnmunaseren met 
een mggemerg hornogennat of P W  in h u n d  Compleet Adjuvans; na 1 h 2 dagen werd nog een 
additeoneel adjuvans (nl. een eiwit extract van Bordetella Pertussis) intraveneus toegediend om de 
immuunrespons te verhogen: zulke muizen krijgen na 10 tot 15 dagen EAE. Wanneer nu het 
antigeen (PLP) gekoppeld wordt aan miltcellen en 1 week v66r bovenstaande immunisaties 
intraveneus wordt toegediend SCP~jgen zij geen EAE - noch Jonge noch oude muizen - d.w.z. zij 
zgn lolcrant o[ resistent geworden. Deze resistentie kan warden overgebracht ap andere muizen 
d o ~ r  her overbrengen van CD$' T cellen. WaarschUnlijk is T cel mergre het voornaamste 
mechanis~nc Eiier omdat toed~cning van interleuhne 2 de PLP-milt cel gdnduceerde tolermcie te 
niet doei iniiis het 3 dagen na noednening van de PLP-milt cel suspensie wordt gegeve?. Een 
tweede manier om resistentie tegen EAE op te wekken bedaar urt het veranderen van d dans 
"P [rassen T helper I I T helper 2 cellen (TlrYflhS), die verscheidene cylokines produceren o.a. 
interle~iklne 4 en 10 i(Th2) en inlerleiukine S, tumor suecrosis factor en interferon y flhl). 
Vdilirl~eluandeling ri-ret interleukine 2 of TGF-P2 B4 dagen lang voor het opweken v m  EAE geeft 
ccn geringe afname aan her proefdfdier voor het ontwiikkelen van EAE; interleukine 10 (remt dc 
produktie vuil Interferon y) en interleukine 12 toediening heeft geen effect; inlerleukine 4 
toedienilig wel, mits Zb weken lang toegediend v6ós de imunisatle.  Indien toegediend na de 
immunisatie, beschermt TGF-P tegen EAE mias toegediend op dag 5 tot 9 na de Immunisatie, en 
interlcukine 4 wanneer toegediend op de dag van de inununjisatie en de daarop volgende 4 dagen. 
hriierlciuk~ne 12 wat de Th helper I response (en Interferon y produktie) stimuleert verergert de 
ernst van de EAE wanneer toegediend op de dag van de in~mwnisatie en de remivalgende 4 
dagen; onder deze omstandigl~eden heeft interleukine 10 geen effect. Koflom twdiening vaaai deze 
cyiokines v66r inirnunisatie heeft een gering effect naam kh2oeft de aanwezigheid vim 
autoreactieve T cellen opgewekt door de imrnuarisatie; de paradoxale effecten van UA (Th2 
produkt) en iniedeukkc 12 (bevordert Th?) suggereren d4Tt (modulatie v a )  de Tli1Rh2 "bdms" 
de ernst van de IE& bepaalt. Autoiimuun zieben, wemmder mlaiple sclerose, worden Minisnlz 
gekar&terisczrd door spontane remissies en ~ c h u t e s .  De wijze waarop dat gebeurt is nier bekend 
en onderwerp van discussie waaaib-j onder meer is gesuggereerd dat liaet swpermligeen 
Staphilococcws enterotexine B (SEB) een rechute autoimuun ziekte kan veroom&en door 
stimulatie van autoreuctleve T cellen. Deze hypothese werd getoetst door na te gaan oef toediening 
van SEB aan muizen die een partiële dan wel complete remissie hadden van H& een reckure 
opwekt. Hierbij werd gevonden dat In 50% van de @.TL) muizen SEB een milde rccl~ute EAJ3 kon 
opwekken wanneer toegediend 1 i 2 maanden na remissre van EAEt tenminste 6én van de 
Qp/rCRYs die proteollpide (PLP) herkennen in deze nzui~en reageert ook mt SEB. Het 
vermogen van SEB om een rechute op te wekken blijkt derhalve lxpaald door het vermogen 
autoreactieve heellen tegen PLP (of MEP) te reactiveren. Tumor necrosis factor a (TWFa) 
teegediend aan muizen in rermssle van EAE veroorzaakte eveneens een rechute. Toediening van 
1210 verminderde de frequentie van rectintes van EAE na toediening van TWEa en toediening van 
'TCFP verminderde SEB geïnduceerde rechutes. Tenslotte bleek dal endogeen LI0 de 
gevoeligheid voor rechutes van EAE. verminderde omdar na toediening van .siLilichamen tegen 
L I 0  zowel de frequentie als de ernst van de rechutes toenam. 
Cieriiclusies 
Deze studie toont aan dat rn het Th1 model van autoimmuniteit, nl. EAE, U, L10 en TGPP 
beschermend werken en dat deze bescherming afhangt van het tiidstip van toedienen in relatie tot 
de inductie van E=. LZ4 moet vroeg na inductie worden gegeven, TGFP moet woden 
toegediend tijdens de effector fase wanneer de Oesies zich ontwikkelen, en L10  kan TNFol 
geluxeerde dan wel spontane rechutes verhinderen. 
Twee oorzaken voor ontregelde B cel activiteit werden aangetoond bq veroudering. Wocwel er 
geen ontsnapping v m  "'\erbaden" ilntizelf reactieve T cellen uit de thymus aanntoonbau was 
bleken anbzelf reactieve CD4 T cellen aantoosibaar in de periferie van de oilldei- muizen; deze 
cellen lijken van extrathymale oorsprong. Zulke cellen kunnen in theorie syngenc B cel acitivarie 
veroorzaken. Ben tweede obseïvalie was dat deficiknte produktie van TGFP door T cellien van 
oudere mensen een rol kan spelen in het verLies van B cel suppressie door aululsge, door PWM 
gcacrlveerde, CD$" T cellen. 
Toekomst 
Dc rol van TGFP bij autoimmuun ~iekìen, in het bijzonder de rol van TCFP procluktic door T 
cellen verdient nader onderzocht te worden. 
